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Isolation of Mesenchymal Stem Cells from the Mononuclear Cells 
Remaining in the Bone Marrow Processing Kit
Sinyoung Kim1, June Seok Heo2, Han-Soo Kim1,2, Hyun Ok Kim1,2
Department of Laboratory Medicine1, Yonsei Cell Therapy Center2, Yonsei University College of Medicine, Seoul, Korea
Background: Mesenchymal stem cells (MSCs) that are capable of extensive self renewal and differentiation 
have attracted great attention as a promising tool for regenerative medicine and tissue engineering. Although 
MSCs can be isolated from various tissues, bone marrow currently represents one of the most reliable sources 
for providing a sufficient yield of cells in a good quality. Herein, used bone marrow processing kits were 
evaluated as a valuable source of MSCs. 
Methods: Bone marrow mononuclear cells (MNCs) were recovered from used bone marrow processing kits 
after routine bone marrow processing by using the COBE 2991 Cell Processor (CaridianBCT Inc.). The MSCs 
were isolated from the recovered MNCs using a standard plastic adherence method. Immunophenotyping and 
differentiation assays were performed to clarify the characteristics of the isolated MSCs.
Results: An average of 1×108 bone marrow MNCs was collected, and the MSCs were successfully isolated 
from the recovered bone marrow MNCs in all case. The isolated MSCs were positive for essential MSC surface 
molecules (CD29, CD44, CD73, CD90, CD105) and they were negative for most hematopoietic and endothelial 
cell markers (CD34, CD45, CD31, CD14). The isolated MSCs were capable of differentiation along the 
osteogenic, adipogenic and chondrogenic pathways.
Conclusion: MSCs isolated from used bone marrow processing kits are an alternative and ethical source of 
bone marrow derived MSCs, and they can be used for research purposes. (Korean J Blood Transfus 2010; 
21:280-8)
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서 론
  중간엽줄기세포(mesenchymal stem cell)는 지난 
20여 년간 재생의학, 조직공학 및 유전자 치료의 
매력적인 연구소재로 주목을 받으며 많은 연구가 
진행되고 있다. 이는 중간엽줄기세포가 지속적인 
자기 재생산(self renewal) 능력과 함께 지방세포
(adipocyte), 연골세포(chondrocyte) 및 골세포(os-
teocyte)의 중배엽세포로 분화할 수 있으며, 이 외
에 심근세포(cardiomyocyte) 및 근세포(myocyte), 
더 나아가 비중배엽세포인 신경세포(neuron)까지 
분화할 수 있는 유연성(plasticity)을 가지고 있기 
때문이다.1-4) 중간엽줄기세포는 골수,2,5) 제대혈,6) 
지방조직,7) 태반,8) 양수9) 등의 많은 조직에서 분
리할 수 있다. 특히 중간엽줄기세포를 골수로부
터 분리할 경우에는 다른 조직에 비해 일정 수준 
이상의 질을 가진 충분한 양의 중간엽줄기세포를 
회수할 수 있다.10)
  하지만, 골수를 채취하기 위해서는 침습적인 
시술이 필요하며, 골수 유래 중간엽줄기세포가 
생체 외에서 빠르게 증식하지만 5회 이상 계대배
양 하는 경우 그 증식 속도와 분화능을 빠르게 상
실한다. 특히 골수 기증자의 나이가 증가할수록 
골수 유래 중간엽줄기세포의 증식 속도와 분화능
은 감소하는 특징을 가지고 있다.11) 이에 중간엽
줄기세포를 이용한 지속적인 연구를 위해서는 초
기에 분리한 중간엽줄기세포를 지속적으로 공급
받을 수 있는 것이 연구에서 가장 이상적인 조건
이다. 하지만 건강한 기증자로부터 단순히 연구
목적으로 골수를 확보하기는 현실적으로 매우 어
렵다. 본 연구에서는 폐기되는 골수처리키트 내
에 남아있는 골수세포로부터 중간엽줄기세포를 
분리 및 배양하고자 하였다.
대상 및 방법
1. 세포분리 및 배양
  세브란스병원에서 4명의 건강한 골수공여자로
부터 무균적으로 채집된 골수를 COBE 2991 Cell 
Processor (CaridianBCT Inc., Lakewood, CO, USA)
를 이용하여 다음과 같이 적혈구와 혈장의 분리
제거를 시행하였다. 채집된 골수백을 매달고 중
력을 이용하여 골수를 장비에 장착된 골수처리키
트에 채운 후 3,000 rpm에서 8분간 원심분리하였
다. 원심분리속도를 동일하게 유지하면서 백혈구
연층을 육안으로 확인하여 혈장층을 먼저 분리하
여 제거한 후 super out 속도를 조절하면서 백혈
구연층을 별도의 백에 분리한다. 채집된 골수의 
양에 따라서 위의 과정을 반복하며 최종적으로 
생리식염수를 이용하여 골수백에 남아 있는 골수
의 성분 분리를 완료하였다. 최종 분리산물인 골
수농축액은 환자에게 이식하고, 골수처리키트에 
남아 있는 골수세포를 채집 2시간 내에 회수하였
다. 본 연구에 대하여 기관임상연구심의위원회의 
승인(세브란스병원 임상연구 심의위원회, #4-2008- 
0643)을 받았으며, 골수기증 전에 모든 골수공여
자로부터 폐기되는 골수처리키트 내의 골수세포
를 연구용으로 사용할 것에 대한 서면 동의서를 
받았다. 
  회수된 골수는 Ficoll-Hypaque (비중 1.077, 
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)을 이용하여 
백혈구연층을 분리하고 phosphate buffered saline 
(PBS)으로 두 번 세척 후 1×107 cells/dish의 농도
로 100 mm culture dish (BD Biosciences, San Jose, 
CA, USA)에서 배양하였다. 배양액은 DMEM-LG 
(GibcoBRL, Grand Island, NY, USA) 및 10% fetal 
bovine serum (FBS; PAA laboratories, Ontario, 
Canada)을 사용하였다. 배양 시작 24시간 후 비부
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착세포들로 인한 중간엽줄기세포의 부착 및 증식
이 감소되는 것을 막기 위하여 비부착세포를 흡
입하여 제거하였다.12) 배지는 1주에 두 번씩 교환
하였으며, 부착세포의 세포충실도가 70∼80%가 
되는 경우 0.05% Trypsin/EDTA (Gibco)를 사용하
여 회수하여 계대배양하거나 액체질소에 냉동 보
관하였다.
2. 유세포분석
  분리 및 배양한 중간엽줄기세포의 성상을 파악
하기 위해 2세대 계대배양 한 후 유세포분석기 
(Cytomics FC500; Beckman Coulter, Fullerton, CA, 
USA)를 사용하여 다음과 같은 방법에 의하여 분
석하였다. 배양한 중간엽줄기세포의 배양액을 제
거하고, PBS로 세척하고 0.05% Trypsin/EDTA로 
분리한 후 2,000 rpm에서 5분간 원심분리하고 
0.2% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA)이 첨가된 PBS로 세척하고 각각
의 단클론항체를 반응시킨 후 분석하였다. 사용
된 단클론항체는 CD14, CD29, CD31, CD34, 
CD44, CD45, CD73, CD90, CD105, CD106 (all 
from Beckman Coulter)이었다. 반응 후 분석은 
WinMDI (Scripps Institute, La Jolla, CA, USA)와 
CXP software (Beckman Coulter)를 사용하였다. 
3. 중간엽줄기세포를 이용한 분화유도 
  4명의 건강한 골수공여자로부터 확보한 중간
엽줄기세포 4주를 대상으로 다음과 같이 골세포, 
지방세포, 연골세포로의 분화를 유도하였다. 
1) 골세포 분화
  중간엽줄기세포의 골세포로의 분화능을 확인
하기 위해 12 well plate (Nunc, Rochester, NY, 
USA)에 5×104 cells/well의 농도로 중간엽줄기세
포를 분주한 후 배양하였다. 세포충실도가 약 
70%가 되면 0.1 μM dexamethasone, 50 μM ascorbic 
acid 및 10 mM β-glycerophosphate를 함유한 osteo-
genic induction medium (Lonza, Walkersville, MD, 
USA)으로 배지를 교체하여 2주 동안 3∼4일마다 
새로운 배지로 교환하였다. 골세포로의 분화유도 
2주 후에 세포 내 calcium phosphate의 축적여부를 
판단하기 위하여 von Kossa staining13)을 시행하여 
골세포로의 분화여부를 확인하였다.
2) 지방세포 분화
  중간엽줄기세포의 지방세포로의 분화능을 확
인하기 위해 12 well plate (Nunc)에 5×104 cells/ 
well의 농도로 중간엽줄기세포를 분주한 후 배양
하였다. 세포충실도가 100%가 되면 0.1 μg/mL 
insulin, 0.5 mM 1-methyl-3-isobutylxanthine, 50 μg/ 
mL indomethacin, 1 μM dexamethasone을 함유한 
adipogenic induction medium (Lonza)으로 배지를 
교체하여 2주 동안 3∼4일마다 새로운 배지로 교
환하였다. 지방세포로의 분화유도 2주 후에 세포 
내 지방 공포(vacuole)의 확인을 위하여 Oil Red 
O (Fluka, Taufkirchen, Germany) 염색을 시행하여 
지방세포로의 분화여부를 확인하였다.
3) 연골세포 분화
  중간엽줄기세포에서 연골세포로의 분화는 일
반적으로 pellet culture system에서 3주 정도 배양
을 하지만 monolayer culture만으로도 충분히 연골
세포의 분화 및 확인이 가능하기 때문에 본 실험
에서는 pellet culture가 아닌 12 well plate에 세포
를 seeding 하여 연골세포로 분화를 유도하였다. 
연골세포 분화유도를 위해 5×104 cells /well의 농
도로 중간엽줄기세포를 분주한 후 배양하였다. 
세포충실도가 약 70%가 되면 0.1 μM dexame-
thasone, 50 μM ascorbic acid, 40 μg/mL proline을 
함유한 chondrogenic induction medium (Lonza)으
로 배지교체를 하여 2주 동안 3∼4일마다 새로운 
배지로 교환하였다. 특히 배지교환 시 연골세포
로의 분화유도를 촉진하는 것으로 알려진 TGF-
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Fig. 1. Isolated mesenchymal stem cells after culturing for 3 weeks grew in colonies that contanined small 
spindle-shaped fibroblastoid cells. Light inverted microscope, original magnification 40× (A), 100× (B). The 
figure shows a typical example of one donor of four examined.
β3 (10 ng/mL)를 첨가하였다. 연골세포로의 분
화유도 2주 후에 Safranin-O staining을 통해서 연
골세포 분화여부를 확인하였다. 
결 과
1. 부착성 세포의 분리 및 배양
  골수처리키트 내에 남아있는 골수로부터 회수
한 단핵세포는 평균 1×108개이었다(n=4). 모든 골
수처리키트로부터 배양 후 약 7일이 경과된 뒤 
중간엽줄기세포와 유사한 방추형 모양 세포들의 
집락이 관찰되었다. 부착된 세포들의 대량증식을 
위하여 계대배양을 시행하였으며, 계대배양 후 
부착된 세포들이 빠르게 증식하는 것을 확인할 
수 있었다(Fig. 1). 하나의 골수처리키트에 남아있
는 골수단핵세포로부터 평균 3×107개의 부착성 
세포를 확보할 수 있었다. 
2. 중간엽줄기세포의 표지자 검사
  중간엽줄기세포의 표지자로 알려진 CD29, CD44, 
CD73, CD90, CD105에서는 모두 강하게 발현되
었으며, 조혈모세포의 표지자인 CD34, 혈액세포
의 표지자인 CD45, 단핵구 마커인 CD14, 내피세
포의 마커인 CD31은 발현되지 않았다(Fig. 2). 
3. 중간엽줄기세포의 분화능
  골세포 분화유도 7일째부터 중간엽줄기세포들
이 뭉치게 되었으며, 14일째에 von Kossa staining
을 통해 다량의 칼슘이 침착되어 골세포로의 분
화가 유도되었음을 확인하였다(Fig. 3A). 지방세
포로의 분화는 중간엽줄기세포의 방추형 세포 몸
체가 짧아지면서 둥근 모양의 형태로 바뀌기 시
작하였으며, 7일째부터 서서히 지방공포들이 세
포 외벽에서 안쪽으로 차기 시작하였다. 분화유
도 14일 경과 후에 상당히 많은 양의 지방공포들
이 형성되었으며, Oil Red O staining을 통하여 지
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Fig. 2. Immunophenotypes of isolated mesenchymal stem cells. Fibroblastoid cells expanded from bone 
marrow processing kit were trypsinized, labelled with antibodies against the indicated antigen, and analyzed 
by flow cytometry. A representative example is shown. Values represent the mean percentage of all assessed 
cells positively stained by the respective antibodies.
방공포들이 빨갛게 염색되어 지방세포로의 분화
가 유도되었음을 확인하였다(Fig. 3B). 연골세포
로의 분화는 분화유도 약 7일 경과 후 세포들의 
모양이 변하며 다층구조의 형상을 나타냈으며, 2
주 경과 후에 Safranin-O staining을 통하여 붉게 
염색됨을 관찰하여 연골세포로 분화가 된 것을 
확인하였다(Fig. 3C). 이와 같은 골세포, 지방세포 
및 연골세포로의 분화는 4명의 건강한 골수공여
자로부터 확보한 중간엽줄기세포 4주에서 모두 
확인되었다. 
고 찰
  중간엽줄기세포는 중배엽 유래의 성체줄기세
포로 적절한 배양조건하에서 중배엽 유래의 세포
인 골세포, 지방세포, 연골세포 등으로 분화할 수 
있으며, 중배엽 이외의 다양한 유형의 세포로 분
화할 수 있다.14,15) 또한 자가 재생능력이 있어 체
외에서 대량 증식이 가능하다.14,16) 중간엽줄기세
포는 골수, 제대혈, 지방조직 등 다양한 조직에서 
확보할 수 있으나,2,5-7) 특히 골수는 FBS만을 포함
한 기본적인 배지로 비교적 간단하게 많은 양의 
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세포를 확보할 수 있기 때문에 중간엽줄기세포의 
가장 좋은 자원으로 알려져 있다. 하지만 골수를 
채취하는 과정이 침습적이어서 건강한 기증자로
부터 연구에 사용될 골수를 지속적으로 충분히 
확보하는 것은 매우 어려운 일이다. 이에 본 연구
에서는 윤리적인 문제가 없는 골수이식 시 폐기
되는 골수처리키트로부터 골수 유래 중간엽줄기
세포를 분리 및 배양해보고자 하였다. 
  본 연구에서 하나의 골수처리키트 내에 남아있
는 골수로부터 회수한 단핵세포는 평균 1×108개 
이었다. 골수처리키트가 아닌 골수이식 이후의 
골수채집백과 필터로부터 Mageed 등17)은 평균 
9.6×108개의 단핵세포를 회수하였으며, Dvora-
kova 등18)은 2.0×108개의 단핵세포를 회수하였다. 
이와 같이 골수처리키트로부터 회수할 수 있는 
단핵세포의 수가 상대적으로 적은 것은 첫 번째, 
적혈구 또는 혈장성분의 분리를 통하여 골수 내
의 단핵세포를 농축하는 골수처리과정이 매우 효
율적이기 때문이며, 두 번째, 골수 처리 이후의 
폐기되는 골수처리키트 내에는 적혈구 성분이 과
다하게 존재하여 Ficoll-Hypaque을 통한 밀도구배
원심분리 시 잔존하는 단핵세포를 선택적으로 농
축시키기 어렵기 때문이다. 하지만, 소량의 골수 
단핵세포로부터 중간엽줄기세포를 분리할 경우 
Fig. 3. Multiple in vitro differentiation capacity of 
isolated mesenchymal stem cells. Mesenchymal stem 
cells were exposed in vitro to differentiation medium 
to induce osteogenic, adipogenic, and chondrogenic, and 
differentiation, respectively. (A) Osteogenic differen-
tiation. Calcium mineralization detected by von Kossa 
stain. Original magnification ×40. (B) Adipogenic di-
fferentiation. Lipid vaculoes were detected by Oil Red 
O stain. Original magnification ×40. (C) Chondrogenic 
differentiation. Chondrogenesis was shown by Safranin 
O staining. Original magnification ×200. A representative 
example is shown. 
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대량 증식을 통하여 평균 3×107개의 중간엽줄기
세포를 확보할 수 있어 연구목적의 세포 공급원
으로써는 충분하다고 판단되었다.
  골수처리키트로부터 분리된 중간엽줄기세포
의 특성을 확인하기 위하여 유세포분석을 통한 
세포 표지자 발현 여부를 조사하였다. 분리된 중
간엽줄기세포는 중간엽줄기세포 관련 항원(CD73, 
CD105, CD90), integrin 수용체 관련 항원(CD29) 
및 matrix 수용체 관련 항원(CD44)이 강하게 발현
되었으며, 조혈모세포 관련 항원(CD14, CD34, 
CD45), 내피세포항원(CD31)은 발현되지 않아 일
반적인 중간엽줄기세포의 세포 표지자 발현 양상
과 동일하였다.19) 또한 중간엽줄기세포의 기능적 
측면을 평가하기 위하여 골세포, 지방세포 및 연
골세포로의 분화를 유도하였으며, 세 가지 세포
로 모두 분화가 가능함을 확인하였다. 
  중간엽줄기세포의 대량 증식 능력과 다양한 유
형의 세포로 분화할 수 있는 능력으로 인하여 최
근 조직 재생 및 질환 치료에 중간엽줄기세포를 
이용한 조직공학적 접근과 관련 연구가 활발하게 
이루어지고 있다. 특히 골수에서 분리된 중간엽
줄기세포가 세포 기능적인 측면과 함께 손쉽게 
분리 및 배양할 수 있다는 측면에서 가장 우수한 
세포 공급원이다. 본 연구에서는 골수이식 시 폐
기되는 골수처리키트로부터 중간엽줄기세포를 
다량 확보할 수 있었으며, 추후 중요한 중간엽줄
기세포의 공급원으로서의 가능성을 확인하였다. 
요 약
  배경: 중간엽줄기세포는 지속적인 자기 재생산
(self renewal) 능력과 함께 다양한 조직으로 분화
할 수 있는 유연성(plasticity)을 가지고 있어 재생
의학, 조직공학 및 유전자 치료의 매력적인 연구
소재로 주목을 받으며 많은 연구가 진행되고 있
다. 골수에서 중간엽줄기세포를 분리하는 경우 
다른 조직에 비해 일정 수준 이상의 질을 가진 충
분한 양을 회수할 수 있다. 그러나 골수를 건강한 
지원자로부터 단순히 연구목적으로 확보하기는 
현실적으로 매우 어렵다. 따라서 본 연구에서는 
폐기되는 골수처리키트에 남아있는 골수로부터 
연구목적용 골수유래 중간엽줄기세포를 분리하
고자 하였다.
  방법: 건강한 골수공여자로부터 채집된 골수를 
COBE 2991 Cell Processor (CaridianBCT Inc.)를 
이용하여 적혈구와 혈장의 분리제거를 시행한 
후, 골수처리키트에 남아 있는 골수를 채집 2시
간 내에 회수하였다. 회수된 골수는 밀도구배원
심분리를 이용하여 백혈구연층을 분리하고 부착
세포의 증식이 일어날 수 있도록 배양하였다. 부
착세포의 세포충실도가 70∼80%가 되는 경우 회
수하여 계대배양하거나 액체질소에 냉동보관하
였다. 분리 배양한 중간엽줄기세포의 성상을 파
악하기 위해 유세포분석 및 골세포, 지방세포, 연
골세포로의 분화 여부를 확인하였다.
  결과: 골수처리키트 내에 남아있는 골수로부터 
회수한 단핵세포의 수는 평균 1×108개였으며 모
두에서 중간엽줄기세포를 분리 배양할 수 있었다 
(n=4). 또한 1회의 계대배양을 통하여 약 3주 후 
평균 3×107개의 중간엽줄기세포를 얻을 수 있었
다. 유세포분석 상 중간엽줄기세포의 표지자인 
CD29, CD44, CD73, CD90, CD105는 모두 강하게 
발현하였으며, 조혈모세포의 표지자인 CD34와 
CD45, 내피세포의 표지자인 CD31과 단핵구의 표
지자인 CD14은 발현되지 않았다. 중간엽줄기세
포의 기능적 측면을 평가하기 위하여 골세포, 지
방세포 및 연골세포로의 분화를 유도하였으며, 
세 가지 세포로 모두 분화가 가능함을 확인하였
다. 
  결론: 골수이식 시 폐기되는 골수처리키트로부
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터 중간엽줄기세포를 다량 확보할 수 있었으며, 
추후 중요한 중간엽줄기세포의 공급원으로서의 
가능성을 확인하였다. 
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